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РЕЗЮМЕ
Връзката възпаление – оксидативен стрес в 
мастна тъкан е фактор в появата на метабо-
литни нарушения, инсулинова резистентност 
и диабет. В мастната тъкан индуцируемите 
изоформи на ензимите циклооксигеназа и азот-
но окисна синтаза играят роля в механизма на 
развитие на диабета и неговите усложнения. 
Екстрактът от дървесина на черница има ан-
тиоксидантни свойства, но до сега няма данни 
за ефекта му върху тези ензими в условия на ок-
сидативен стрес. Преадипоцитна клетъчна ли-
ния бе подложена на третиране с различни кон-
центрации на екстракта в модел на оксидати-
вен стрес, индуциран с третичен бутилов хи-
дропероксид. Получените резултати показа-
ха, че изследваният екстракт има инхибиращо 
действие върху експресията на двата ензима, 
като този ефект е значително подчертан в ус-
ловия на оксидативен стрес. Тези резултати да-
ват основание да се счита, че екстрактът от 
черница би имал благотворен ефект в превенци-
ята и контрола на заболявания, свързани с нару-
шен метаболизъм в мастната тъкан.
Ключови думи: черница, преадипоцити, оксида-
тивен стрес, СОХ-2, iNOS
ABSTRACT
The inflammation-oxidative stress relationship in 
adipose tissue could be a factor in the onset of meta-
bolic disorders, insulin resistance and diabetes. In ad-
ipose tissue the inducible isoforms of the enzymes cy-
clooxygenase and nitric oxide synthase are recognized 
to play a role in the development of type 2 diabetes and 
its complications. The mulberry heartwood extract is 
known to possess antioxidant properties but there is a 
lack of data about its effects on these enzymes under 
oxidative stress. In the present study various concen-
trations of the extract were applied on a preadipocyte 
cell culture under tert-butyl hydroperoxide-induced 
oxidative stress. The results obtained revealed that the 
extract inhibited the expression of both enzymes. This 
effect was markedly significant under oxidative stress 
conditions. Based on these results we concluded that 
the mulberry heartwood extract could have a benefi-
cial effect in the prevention and control of diseases as-
sociated with impared metabolism in adipose tissue.
Keywords: Mulberry, preadipocytes, oxidative stress, 
СОХ-2, iNOS
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при температура 150-190оС. За приготвяне на из-
влеците е спазена пропорцията от традиционна-
та рецепта за оцветяване на високоалкохолни на-
питки: 2g дървесина се поставят в 1 литър 40% 
етанол. Разтворът престоява в тъмни стъклени 
бутилки в продължение на 40 дни.
Дизайн на експеримента
Клетъчните линии, използвани в експери-
ментите, са закупени от АТСС (American Type 
Culture Collection) – САЩ. 
Клетки от преадипоцитна 3Т3-L1 клетъчна 
линия (Swiss albino Mus musculus) бяха култи-
вирани в DMEM хранителна среда (Dulbecco‘s 
Modified Eagle‘s Medium, Lonza), с добавени към 
нея пеницилин/стрептомицин (100 U/ml крайна 
концентрация) и фетален телешки серум с край-
на концентрация 10%. След инкубиране на тъм-
но при 37ºС, 5% СО
2
 и достигане на 70-80% кон-
флуентност, клетките бяха засяти в 6-ямкови 
фласки с първоначална гъстота 2х105 кл/ямка и 
бяха подложени на различни третирания. 
Бяха приготвени по три разреждания от 
екстракта от M. nigra (М) или 40% етанол (Et) 
в DMEM (без фенол ред), както следва: 6,25μl, 
12,5μl или 25μl в 2 ml хранителна среда, съответ-
но до крайна концентрация 0,3%, 0,6% и 1,25%. За 
индуциране на оксидативен стрес беше прило-
жен третичен бутилов хидропероксид (tB), както 
е описано по-рано (24). 
В зависимост от третирането бяха определе-
ни следните групи: група C (контрола нетретира-
ни клетки в хранителна среда), група tB (клетки 
с добавен оксидант в хранителната среда), групи 
M 0.3/0.6/1.25 и M 0.3+tB/0.6+tB/1.25+tB (клетки, 
третирани с крайна концентрация на екстракт 
от M. Nigra, съответно 0.3, 0.6 и 1.25%, без или в 
присъствието на оксидант), група Et 0.3/0.6/1.25 
и Et 0.3+tB/0.6+tB/1.25+tB (клетки, третирани с 
крайна концентрация етанол, съответно 0.3, 0.6 
и 1.25%, без или в присъствието на оксидант). 
След 24 часа инкубиране със съответното трети-
ране клетките бяха подготвени за изолиране на 
РНК.
Генна експресия
Изолирането на обща РНК от клетките беше 
извършено с помощта на TriReagent, като при из-
пълнение на лабораторния протокол бяха следва-
ни указанията на производителя (Ambion). С цел 
отстраняване замърсяването от геномна ДНК 
беше извършено ДНКазно третиране с DNАse 
I RiboPureTM-Blood Kit (Sigma). След получава-
не на чиста РНК беше осъществена реакция на 
обратна транскрипция за синтез на копи ДНК 
(кДНК) с помощта на Revertaid™ First Strand cDNA 
ВЪВЕДЕНИЕ
Оксидативният стрес в мастна тъкан увели-
чава риска от появата на възпаление, а оттам и 
до развитие на метаболитни нарушения, инсули-
новата резистентност и диабет тип 2. Освен про-
възпалителните адипокини и цитокини ключо-
ва роля в тези процеси имат и провъзпалител-
ните ензими, чийто синтез се индуцира при ок-
сидативен стрес, както и от различни провъзпа-
лителни фактори. Простагландин-ендопероксид 
синтаза-2, известна също като циклооксигена-
за-2 (СОХ-2), е индуцируем ензим, чийто ефект 
се изразява в продукцията на голямо количе-
ство простагландини, които стават амплифика-
тори на възпалителния отговор (22). Индуциру-
емата азотно окисна синтаза (iNOS) се свързва 
със свръхпродукция на азотен оксид, който ста-
ва медиатор на патологични процеси (2) и дейст-
ва синергично с други възпалителни медиато-
ри (22). Вещества, които са способни да потис-
нат индуцирането на СОХ-2 и iNOS, са потенци-
ални противовъзпалителни средства, като анти-
оксидантните им свойства имат решаваща роля 
за това (6).
Черницата (Morus nigra L.) е дървесен растите-
лен вид, чиито плодове, листа и кората на корени-
те притежават противовъзпалително, диуретич-
но, хипогликемично и хипотензивно действие 
(3,11,19). Освен като лечебно растение черницата 
има и други традиционни приложения - сърце-
вината на дървесината се използва като матери-
ал за бъчви, за съхранение и отлежаване на ал-
кохолни напитки. Въпреки че алкохолните екс-
тракти от дървесина на черница имат специфи-
чен фитохимичен състав (5), доколкото ни е из-
вестно, все още няма данни за техните биологич-
ни ефекти. Наскоро беше установено, че етано-
лов екстракт от дървесина на черница проявява 
изразена антиоксидантна активност, ясно коре-
лираща с високо полифенолно съдържание (18).
Целта на настоящото изследване бе да се уста-
нови какъв е ефектът на 40% етанолов екстракт 
от дървесина на черница върху експресията на 
гените за СОХ-2 и iNOS в модел на клетъчен ок-
сидативен стрес в преадипоцити.
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ
Обработка на дървесината и приготвяне 
на екстракта
Дървесината беше обработена по популярна-
та технология на „опушване”, при която трески-
те се варят 10 минути, след което се накисват в 
студена вода за 24 часа и се сушат за 15 минути 
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Synthesis Kit (Fermentas). Амплификация на полу-
чената кДНК беше осъществена с количествен 
Real-Time PCR анализ в реално време (RT-PCR), 
с помощта на ген-специфични праймери. Прай-
мерите бяха съставени с помощта на Real-Time 
PCR gene expression design tool със свободен дос-
тъп в интернет и синтезирани от Sigma-Aldrich 
(Germany) и Alpha DNA (Canada). Нуклеотидна-
та последователност на праймерите, използвани 
за анализ на нивото на генната експресия на из-
брани гени, са представени в Таблица 1. Като ен-
догенна контрола, спрямо която се нормализират 
стойностите на флуоресценция, беше използван 
β-актин. Всички измервания бяха извършени в 
три повторения. Нивата на генната експресия са 
изчислени по 2-ΔΔCt метода (13) и са представени в 
относителни единици, в сравнение с нетретира-
ната контрола, при която нивото на експресия на 
анализирания ген се приема за единица. 
Статистически анализ
Получените стойностите са представени 
като средна стойност от минимум три измерва-
ния ±стандартна грешка на средната стойност 
(Mean±SEM). Статистическата обработка на да-
нните е извършена с помощта на еднофакторен 
вариационен анализ (one-way ANOVA), послед-
ван от Dunnett’s multiple comparison post test. 
Сравнения между всеки две независими групи е 
извършено със Student’s t-test. За статистически 
достоверни се приемат стойности при p<0.05. За 
статистическия анализ и графичното предста-
вяне на резултатите е използвана статистиче-
ската програма GraphPadPrism (v.5.00, GraphPad 
Software Inc.).
РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ
Резултатите от промяна в транскрипционни-
те нива на гените за COX-2 и iNOS под действи-
ето на изследвания екстракт са представени на 
Фигури 1 и 2. При третирането бяха приложе-
ни три нарастващи концентрации с цел устано-
вяване на евентуална зависимост на ефектите от 
процентното съдържание на екстракта в среда-
та за култивиране. Наред с това бяха приложени 
и същите концентрации етанол или етанол+ок-
сидант с цел да се разграничат ефектите на екс-
трахираните от растението активни компоненти 
от тези на самия етанол като екстрагент. Концен-
трациите бяха подбрани въз основа на предвари-
телно проведен тест за цитотоксичност (17). Ме-
таболизмът на третичния бутилов хидроперок-
сид се асоциира с пероксидация на мембранните 
липиди и изчерпване на вътреклетъчните нива 
на глутатион (10,15,21). Ето защо това съединение 
широко се използва в научните изследвания като 
индуктор на клетъчен оксидативен стрес.
От двете фигури е видно, че приложеният ок-
сидант предизвика значително повишаване ни-
вата на иРНК и на двата изследвани ензима в 
сравнение с нетретираните контроли (група tB). 
Ефект върху нивата на иРНК за COX-2
Както е показано на Фигура 1, най-високата 
концентрация на извлек от дървесина на M. nigra 
(1,25%) значително стимулира експресията на ен-
зима спрямо нетретираните контроли (р<0,001). 
Този ефект би могъл да бъде приписан на самия 
екстрагент, тъй като в клетките, третирани със съ-
щата концентрация етанол (Et 1.25), бяха отчетени 
многократно по-високи нива на иРНК за COX-2, 
както в сравнение с нетретираните контроли, така 
и с групата М1.25. В подкрепа на това допускане е 
и отчетеното многократно увеличение в нивата на 
иРНК за COX-2 в групата Et 1,25 + tВ, вероятно по-
ради кумулиране на индуциращия ефект на ета-
нола и оксиданта. Потенциалът на етанола да ин-
дуцира експресията на COX-2 заедно с някои про-
възпалителни цитокини е установен по-рано в 
подобни изследвания при преадипоцити (8). В съ-
щото време в клетките, претретирани с 1.25% екс-
тракт с последващо прилагане на оксиданта (гру-
па М1.25+tВ), беше установено потискане на екс-
пресията на ензима. Може да се предположи, че 
този ефект се дължи на екстрахираните в етанола 
активни растителни вещества. В предишно наше 
проучване беше установено, че in vitro антиокси-





COX-2 (Alpha DNA, Canada)
F: 5’-TGAGCAACTATTCCAAACCAGC- 3’
R: 5’-GCACGTAGTCTTCGATCACTATC- 3’
iNOS (Alpha DNA, Canada)
F: 5’-GGCAGCCTGTGAGACCTTTG- 3’
R: 5’-GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC- 3’
Таблица 1. Нуклеотидна последователност на праймерите, използвани за RT-PCR анализ
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ница върху транскрипционните нива на СОХ-
2 и iNOS. Фактът, че този инхибиторен ефект е 
най-виден в условия на индуциран оксидативен 
стрес, навежда на мисълта, че антиоксидантни-
те свойства на екстракта, дължащи се на бога-
то полифенолно съдържание (18), са тези, които 
допринасят за ограничаване на провъзпалител-
ния статус в преадипоцити чрез потискане ин-
дукцията на двата ензима. Много автори доклад-
ват, че растителните екстракти, богати на поли-
феноли, проявяват противовъзпалителен потен-
циал, от една страна, чрез директно обезвреж-
дане на активни кислородни форми, и от друга, 
чрез потискане експресията на редокс сензитив-
ни гени, свързани с индукцията на провъзпали-
телни белтъци, включително и СОХ-2 и iNOS (14). 
Двата изследвани от нас ензима имат ключова 
роля в патогенезата на голям брой хронични за-
болявания с различна етиология (7,16,23,27). Ин-
дукцията им в мастна тъкан се свързва най-чес-
то с развитие на инсулинова резистентност и с 
някои от усложненията при диабет (25). Така на-
пример установено е, че третиране с инхибито-
ри на свръхпродукцията на азотен оксид води до 
облекчаване на диабетната невропатия (12,26,28). 
За лекарствата, инхибитори на СОХ-2, е показа-
но, че ограничават развитието на ретинопати-
ята и макроваскуларните усложнения при ди-
абет (9,20), но пък могат да са причина за други 
усложнения (1,4). От тази гледна точка може да 
се очаква, че природни вещества с мощни анти-
оксидантни свойства биха намерили приложе-
черница силно корелира с високото му полифе-
нолно съдържание (18). 
Ефект върху нивата на иРНК за iNOS
Резултатите от анализа на генната експре-
сия на iNOS показаха индуциране на транскри-
пционните нива на ензима в клетките, трети-
рани със средната концентрация на екстракта 
(М0.6), докато в клетките, третирани с най-висо-
ката концентрация, нивата на иРНК бяха близ-
ки до тези в нетретираните контроли и значи-
телно по-ниски от тези в клетките, третирани с 
контролната концентрация етанол (група Et 1,25) 
(р<0.05). И в този случай, както и по-горе, може 
да се предположи, че стимулиращият ефект на 
екстракта в група М0.6 се дължи на етанола, тъй 
като нивата на иРНК, измерени в клетките, тре-
тирани със същата контролна концентрация ета-
нол (Et0.6), са близки до тези, индуцирани от ок-
сиданта (група tB). Колкото до наблюдението, 
че екстрактът в най-високата си концентрация 
потиска експресията на iNOS (М1.25), може да се 
приеме, че този ефект се дължи на по-концентри-
раното количество полифеноли и други активни 
компоненти, екстрахирани от етанола. Този ин-
хибиращ ефект на М1.25 се проявява и при при-
лагането му върху клетки с индуциран оксида-
тивен стрес (група М1.25+tВ). В тази група нива-
та на иРНК за iNOS бяха значително по-ниски от 
тези, отчетени в клетките, третирани с оксидант 
(tВ), и в групата клетки, третирани едновременно 
с етанол и оксидант (Et 1,25+tВ). 
Доколкото ни е известно, представените от 
нас резултати са първите научни данни за ефек-
та на етанолов екстракт от дървесина на чер-
Фигура 1. Експресия на гена за COX-2 в 3T3-L1 пре-
адипоцити, третирани с нарастващи концентра-
ции етанолов извлек от дървесина на M. nigra или 
етанол, в нормална хранителна среда или в усло-
вия на t-ButOOH индуциран оксидативен стрес; 
***p<0.001 спрямо С; bp<0.05 спрямо tВ; ### р<0.001 спря-
мо Et 0,3 и 0,6; аaр<0.01 спрямо Et 1,25; &&p< 0.01 спрямо Et 
1,25+tВ;  $$р<0.01 спрямо tВ
Фигура 2. Експресия на гена за iNOS в 3T3-L1 преа-
дипоцити, третирани с нарастващи концентра-
ции етанолов извлек от дървесина на M. nigra или 
етанол, в нормална хранителна среда или в усло-
вия на t-ButOOH индуциран оксидативен стрес; 
***p<0.001 и **p<0.01 спрямо С; ### р<0.001 спрямо Et 
0,3 и 1,25;  ## р<0.01 спрямо М 0,3 и 1,25 ; ааaр<0.001 
спрямо Et 1,25+tВ; $р<0.05 спрямо Et 0,3+tВ;  bbp<0.01 
спрямо Et 0,6;  cр<0.05 спрямо Et 1,25
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ние за превенцията на диабет тип 2, без нежела-
ните ефекти на конвенционалните лекарствени 
средства. 
ИЗВОДИ
Резултатите от настоящото изследване дават 
основание да се обобщи, че благодарение на ан-
тиоксидантните си свойства екстрактът от чер-
ница потиска възникналото в условия на окси-
дативен стрес възпаление в мастната тъкан, ме-
диирано от индуцируемите изоформи на ензи-
мите СОХ и NOS. Това разкрива потенциала на 
екстракта в превенцията и контрола на метабо-
литни нарушения, водещи до появата на диабет 
тип 2. 
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